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I Virus MSRV1 assocle a la sclerose en plaques, et ses constituents nuclelques. 

I L'lnventfon conceme un virus humain, possddant una 
activity transcriptase Inverse, assocld A una famille d'6l6- 
ments nMrovlraux endogdnes et assocte & la sclerose en 
plaques, Issu d'une souche virale poss6dant une activity 
transcriptase Inverse, choisie parml les souches vi rales d£- 
nommtes respecttvement POL-2, d6pos6e le 22.07.1992 
auprds de I'ECACC sous le nurndro d'accds V92072202 et 
MS7PG ddposte le 08.01.93 aupn&s de I'ECACC sous le 
numdro d'accds V93010816, et les souches varlantes 
consistant en des virus comprenant au molns un antigdne 
qui est reconnu par au molns un antfcorps dlrigd contra au 
moins un antigdne correspondant de Pun ou ('autre des vi- 
rus des souches vlrales POL-2 et MS7PG pndcitdes. 

L'inveniion conceme, en outre, les constituants nucldi- 
ques dudit virus et leurs utilisations. 
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La sclerose en plaques (SEP) est une maladie 
dSmyelinisante du systeme nerveux central (SNC) dont la 
cause reste encore inconnue. 

De nombreux travaux ont etaye l f hypothese d'une 
5 etiologie virale de la maladie, mais aucun des virus 
connus testes ne s'est avere fitre l 1 agent causal 
recherch6 : une revue des virus recherches depuis des 
annfies dans la SEP a 6t6 faite par E. Norrby (Prog. Med. 
Virol-, 1978 ; 24, 1-39) et R.T. Johnson(dans "Handbook of 

10 clinical neurology, 47 Demyelinating diseases". Vinken P. 
et Bruyn G.W., eds. Amsterdam, Elsevier science 
Publishing, 1985, 319-336), Parallfeleroent , la possibility 
d ( un facteur exogdne et/ou infect ieux est suggeree par 
l 1 existence d'fepidemies localisSes ou "clusters" de SEP 

15 comme ce qui a ete observe dans les lies Feroes entre 1943 
et 1960 (Cook 1980) , en Sardaigne (Rosati, 1988) , en 
Norvege (Riisse, 1991) , ainsi que par les etudes sur les 
migrants (Elian, 1990) . Parroi tous les facteurs exogenes 
suggeres, les virus ont ete Studies le plus souvent et une 

20 etiologie virale est classiquement §voquee. 

L 1 observation , dans la SEP, de phenomenes 
assimilables k une reaction d 1 auto- immunity a conduit a 
une hypothSse gtiologique auto-immune "essentielle" 
(voir : Lisak R.P., Zweiman B. New Engl. J. Med. 1977 ; 

25 297, 850-853, et, Lassmann H. et Wisniewski H.M. Arch. 
Neurol. 1979 ; 36, 490-497). Cependant, cette auto- 
immunity dirigee contre certains composants du systdme 
nerveux central (SNC) s'est rev616e peu specif ique de la 
SEP et fr^quente dans les inflammations du SNC, associees 

30 ou non S une infection, ainsi que cela a et6 montre par 
Hirayama M. et coll. (Neurology 1986 ; 36, 276-8), Kenneth 
G. Warren et coll. (Annals of Neurology 1986 ; 20, 20-25), 
Suzumura A. et coll. (Journal of Neuro immunology 1986 ; 
11, 137-47), et, Tourtelotte W. et coll. (Journal of 

35 Neurochemistry 1986 ; 46, 1086-93). De plus, comme I'a 
fait remarquer E.J. Field (The Lancet 1989 ; I, 1272.) 
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aucune des therapeutiques immunosuppressives n'a permis 
d'obtenir des resultats decisifs contre la SEP. II semble 
maintenant probable que les manifestations "auto-immunes" 
sont induites par un mecanisme d*origine virale : 
5 co-sensibilisation a des determinants viraux associes a 
des molecules d'origine cellulaire, phenomdnes de 
mimetisme moleculaire -comme cela a ete decrit par 
Fujinami R.S et Oldstone M.B. A (dans "Molecular mimicry : 
Cross-reactivity between microbes and host proteins as a 

10 cause of autoimmunity". Oldstone M.B.A., ed.. Current 
Topics in Microbiology and Immunology, vol. 145, Berlin, 
Springer-Verlag, 1989)- ou, selon P. Rudge (Journal of 
Neurology, Neurosurgery and Psychiatry , 1991 54 , 853-855) , 
par expression de superantigSnes retroviraux. 

IS Des travaux ont etaye une hypothese selon laquelle 

un retrovirus serait a l^rigine de la maladie : la 
d^couverte recente par A. Gessain et coll. (J. Infect. 
Disease 1988 ; 122 6-12 34) , de syndromes neurologiques 
associes au virus HTLV-I, connu a l^rigine comme agent de 

20 leucemies T de l f adulte, a conduit de nombreux auteurs, 
tels que H. Koprowski et coll. (Nature 1985 ; 318, 154), 
M.Ohta et coll. (J. Imunol. 1986 ; 137, 3440), E. P. Reddy 
et coll. (Science 1989 ; 243, 529), S.J. Greenberg et 
coll. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1989 ; 86, 2878), J.H. 

25 Richardson et coll. (Science 1989 ; 246, 821), S.L. Hauser 
et coll. (Nature 1986 ; 322, 176) et A. Karpas et coll. 
(Nature 1986 ; 322, 177), a rechercher une implication de 
ce retrovirus huroain dans la SEP, cependant sans succes ou 
avec des resultats evoquant des reactions croisees. 

30 Par ailleurs, il existe un moddle animal trds 

proche de la SEP, induit par un retrovirus : le virus 
MAEDI— VISNA du mouton . II est connu que 1* infection 
naturelle par ce virus peut provoquer deux types de 
maladies chez cet animal : le Maedi, une pneumonie 

35 interstitielle lymphocytaire qui peut survenir lors de la 
primo-inf ection par ce retrovirus et une pathologie 
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neurologique d£my£linisante tardive suivant generalement 
une phase de latence prolong6e, le Visna. La 
physiopathologie du Visna naturel concorde avec la plupart 
des donn^es clinigues et biologigues de la SEP, comme le 
5 rapportent Johnson R.T. (Rev* Infect:. Dis. 1985 ; 7, 
66-67), Narayan O. et Cork L.C. (Rev. Infect. Dis. 1985 ; 
7, 89-98 ), et Nathanson N. et coll. (Rev. Infect. Dis. 
1985 ; 7, 75-82). L 1 infection experimentale des moutons 
par inoculation intra-ventriculaire de souches 

10 neurovirulentes du virus VISNA a perm is d'etablir la 
responsabilite de ce virus dans la gen&se de cette 
affection d6my61inisante du mouton. Comme l'expliguent 
Nathanson N. et coll. (Rev. Infect. Dis. 1985 ; 7, 75-82), 
Hoffman P.M. et Panitch H.S. (dans, "Handbook of clinical 

IS neurology, 12 : Viral diseases" R.R. He Kendall, ed. . 
Elsevier science Publishing, Amsterdam, 1989, p. 453-466T) , 
et A. Haase (Nature 1986 ; 322, 130-136), elle diff&re de 
I 9 infection nature lie par ses consequences 

neuropathologiques exacerbfees, mais reste proche de la 

20 SEP. II est de plus notable que, dans l f ensemble des 
travaux effectu£s sur ce sujet par les auteurs pr6cit6s, 
notamment, le virus Visna est reguli&rement retrouv6 dans 
les cellules de plexus choroides du cerveau qui 
constituent un site de latence et de replication 

25 occasionnelle du pro virus Visna; la localisation de ces 
cellules & 1* interface sang/liquide c6phalo-rachidien 
(LCR) explique certainement ce phenom&ne. 

R6cemment, un retrovirus, different des retrovirus 
humains connus a ete isoie chez des patients atteints de 

30 SEP par H. Perron et coll. (Res. Virol. 1989 ; 140, 
551-561/ dans : "Current concepts in multiple sclerosis" 
Wiethdlter et coll., eds. Amsterdam, Elsevier, 1991, 
p. 111-116/ The Lancet 1991 ; 337, 862-863). Les auteurs 
ont aussi pu montrer que ce retrovirus pouvait etre 

35 transmis in vitro, que des patients atteints de SEP 
produisaient des anticorps susceptibles de reconnaltre des 
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proteines associees a 1' infection des cellules 
leptomeningees par ce retrovirus et que 1' expression de ce 
dernier pouvait etre fortement stimulee par les gines 
immediats-pr^coces de certains herpesvirus (Perron et 

5 coll. Herpes simplex virus ICPO and ICP4 immediate-early 
proteins strongly enhance expression of a retrovirus 
harboured by a leptomeningeal cell-line from multiple 
sclerosis. 1993. J. Gen. Virol. 74 ; 65-72). 

Tous ces resultats plaident en faveur du rdle dans 

10 la SEP d'au moins un retrovirus inconnu ou d'un virus 
ayant une activite transcriptase inverse detectable selon 
la methode publiee par H. Perron et coll. (Res. Virol. 
1989 ; 140, 551-561) et qualifiee d' activite "RT de type 
LM7". 

15 Recemment, les travaux de la demanderesse ont 

permis d'obtenir deux lignfies continues de cellules 
infectees par des isolats naturels provenant de deux 
patients diff brents atteints de SEP, par un procedS de 
culture tel que d6crit dans la demande de brevet n° 

20 WO 93/20188. Ces deux lignees dferivSes de cellules de 
plexus-choroldes humains, dfenommees PLI-2 et LM7PC ont ete 
dgposees a l^ECACC respectivement le 22 juillet 1992 et le 
8 janvier 1993, sous les nuraeros 92072201 et 93010817, 
conform&ment aux dispositions du traits de Budapest. Par 

25 ailleurs, les isolats viraux possfidant une activity RT de 
type LM7 ont egalement ete deposes & l f ECACC sous la 
denomination globale de "souches". La "souche" ou isolat 
h£berge par la lignee PLI-2, denommee POL-2, a ete deposee 
le 22 juillet 1992 sous le n° V92072202.La "souche" ou 

30 isolat hSberg£ par la lignee LM7PC, d6nomm6e MS7PG, et a 
et6 deposee le 8 janvier 1993 sous le n° V93010816. 

A partir des cultures et des isolats precitfes, 
caracterises par des critSres biologiques et 
morphologiques, on a caract6ris6 le materiel nucleique 

35 assocife aux particules virales produites dans ces 
cultures, comme deer it ultfirieurement . 



2715936 



Ces travaux ont notamment pennis d 1 identifier un 
virus humain presentant une activity transcriptase inverse 
issu des souches virales precit6es. 

Ainsi, les objets de la pr^sente invention sont 
5 les suivants. 

- un virus humain, possedant une activity 
transcriptase inverse, associfi Sl une f ami lie d'616ments 
rfetroviraux endogdnes et associg a la sclerose en plaques, 
issu d'une souche virale possedant une activity 

10 transcriptase inverse, choisie parmi les souches virales 
d§nomm&es respect ivement POL- 2, d£pos6e le 22.07*1992 
aupr&s de 1 ' ECACC sous le numero d'accds V92072202 et 
MS7PG d^posee le 08.01.93 aupres de 1 1 ECACC sous le numero 
d'acc^s V9 3 010816, et les souches variantes consistant en 

15 des virus comprenant au moins un antig&ne qui est reconnu 
par au moins un anticorps dirig& contre au moins -un 
antigdne correspondant de I'un ou 1' autre des virus des 
souches virales POL- 2 et MS7PG pr6cit&es. 

- un virus humain possedant une activity 
20 transcriptase inverse, assocife & une f ami lie d*616ments 

r6troviraux endogdnes, assocife & la sclerose en plaques, 
produit par une lignfee cellulaire choisie parmi les 
lignfees cellulaires d6nomm6es respect ivement PLI-2 d6pos6e 
le 22.07.1992 auprds de 1' ECACC sous le numfero d'accfes 

25 92072201 et LM7PC d6pos€e le 08.01.93 aupr&s de 1 1 ECACC 
sous le num6ro d'acc&s 93010817, et toutes les cultures 
cellulaires infectfees susceptibles de produire un virus 
comprenant au moins un antigdne qui est reconnu par au 
moins un anticorps dirig6 contre au moins un antigfene 

30 correspondant de l'un ou l 1 autre des virus produits par 
les lignfees PLI-2 et LM7PC pr£cit6es. 

- un virus dont le g6nome comprend une sequence 
nucl6otidique pr6sentant au moins 50 % et 
pr6f6rentiellement au moins 70 % d'homologie avec la 

35 sequence nucl6otidique SEQ ID N01, dfecrite a la Figure 1, 
ou sa sequence complementaire. 
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- un retrovirus humain, associe a la sclerose en 
plaques dont le genome presente un g£ne pol comprenant une 
sequence nucleotidique presentant au moins 50 % 
d'homologie avec une sequence nucleotidique appartenant au 

5 gene pol du genome du retrovirus ERV-9 ou HSERV9 . 

- un retrovirus humain associe a la sclerose en 
plaques dont le genome pr6sente un g£ne pol qui code pour 
une sequence peptidique presentant au moins 50 %, et de 
preference au moins 70 % d'homologie, avec une sequence 

10 peptidique codee par le g£ne pol du genome du retrovirus 
ERV-9 ou HSERV9 • 

- un retrovirus humain, associe a la sclerose en 
plaques dont le genome presente un gdne pol qui code pour 
une sequence peptidique presentant au moins 50 %, et de 

15 preference au moins 70 % d'homologie, avec une sequence 
peptidique codee par la sequence nucleotidique SEQ ID N01 
ou sa sequence complementaire. 

- une lignee cellulaire depos€e le 08.01.1993, 
aupres de l'ECACC sous le numero d'accds 93010817. 

20 - une souche virale deposee le 08.01.1993, aupres 

de l'ECACC sous le numero d f acc6s V93010816 

- un fragment nucleotidique comprenant une 
sequence nucleotidique pr6sentant au moins 50 %, et de 
preference au moins 70 % d'homologie, avec la SEQ ID N01 

25 ou sa sequence complementaire. 

- un fragment de 1* invention consistant en une 
sequence nucleotidique presentant au moins 50 % , et de 
preference au moins 70 % d'homologie, avec la sequence 
nucleotidique SEQ ID N01 ou sa sequence compl6mentaire. 

30 - un ARN ou ADN et notamment vecteur de 

replication, comprenant un fragment de !• invention. 

- une amorce specifique pour 1 1 amplification par 
polymerisation d f un ARN ou d'un ADN d'un virus associe a 
la sclerose en plaques comprenant une sequence 

35 nucleotidique presentant au moins 50 %, et de preference 
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au moins 70 % d' homo log ie, avec au mo ins une partie d'un 
fragment de 1' invention. 

- une amorce pr6f erentielle ayant au moins 10 
nucleotides et, etant choisie parmi SEQ ID N02 et SEQ ID 

5 N03, toutes deux decrites & I'Exemple 2 qui suivra. 

- une sonde susceptible de s'hybrider 
specif iquement avec un ARN ou un ADN d'un virus associe a 
la sclerose en plaques comprenant une sequence 
nucieotidique pr&sentant au moins 50 %, et de preference 

10 au moins 70 % d'homologie, avec au moins une partie d'un 
fragment de I 9 invention. 

- une sonde pref erentielle ayant au moins 10 
nucleotides. 

-une utilisation d'une sonde de 1' invention ou 
15 d'une amorce de 1' invention, pour detecter et/ou 
identifier, dans un echantillon biologique, un virus 
associe Sl la sclerose en plaques. 

- une composition th6rapeutique antisens, 
notamment pour le traitement de la sclerose en plaques, 

20 comprenant au moins une sequence nucieotidique selon 
1 v invention. 

• un procede pour detecter et/ou identifier un 
virus associe & la sclerose en plaques, dans un 
echantillon biologique, caract6ris6 en ce qu'on expose un 
25 ARN et/ou un ADN specif ique audit virus, ou leurs 
complement a ires, & au moins une sequence nucieotidique 
selon 1' invention. 

- un procede pr6f6rentiel de I 9 invention est 
caracterise en ce que, avant d'exposer 1 'ARN et/ou 1'ADN 

30 ou leur ADN et/ou ARN compiementaire , & la sonde, on 
hybride ledit ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce 
de 1' invention et on amplifie ledit ARN et/ou ADN. 

- un procede pour quantifier, dans un echantillon 
biologique, 1' expression d'un virus associe & la sclerose 

35 en plaques, caract6ris6 en ce qu'on expose un ARN et/ou un 
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ADN specifique audit virus et/ou leur ADN et/ou ARN 
complfementaires £ au moins une sonde de 1' invention. 

- un peptide code par la sequence nucleotidique du 
genome d'un virus associ6 S la sclerose en plaques, 

5 caracterise en ce qu'il est cod6 par au moins une partie 
d'un fragment nucleotidique de l f invention. 

- une protfeine comprenant un peptide de 
1 • invention. 

- un oligopeptide comprenant au moins cinq 
10 aminoacides contigus d'un peptide de 1* invention. 

- une composition diagnostique, et/ou 
therapeutique et/ou prophylactique, comprenant au moins un 
peptide de 1' invention, ou au moins une proteine de 
1' invention ou au moins un oligopeptide de 1' invention. 

15 - une composition diagnostique, et/ou 

therapeutique, et/ou prophylactique, comprenant un ligand 
specifique 3. au moins un peptide, une proteine, ou un 
oligopeptide, tels que definis precedemment . 

Avant de detainer 1' invention, diff6rents termes 

20 utilises dans la description et les revendications sont a 
present definis : 

- selon 1' invention, un fragment nucleotidique ou 
un oligonucleotide est un enchalnement de monomer es, 
caract6ris6 par la sequence inf ormationnelle des acides 

25 nucl6iques naturels, susceptibles de s'hybrider a un 
fragment nucleotidique dans des conditions pr6d6termin6es , 
1 'enchalnement pouvant contenir des monomeres de 
structures diff6rentes et etre obtenu Sl partir d'une 
molecule d'acide nucleique naturelle et/ou par 

30 recombinaison genet ique et/ou par synthase chimique, 

- ainsi un monomer e peut dtre un nucleotide 
naturel d'acide nucleique dont les elements constitutifs 
sont un sucre, un groupement phosphate et une base azotee; 
dans 1 'ARN le sucre est le ribose, dans 1 'ADN le sucre est 

35 le desoxy-2-ribose; selon qu\il s'agisse de 1 * ADN ou 
l'ARN, la base azotee est choisie parmi 1* adenine, la 
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guanine, I'uracile, la cytosine, la thymine; ou un 
nucleotide modifie dans l'un au mo ins des trois 616ments 
const itutifs ; a titre d 1 exemple, la modification peut 
intervenir au niveau des bases, g6n€rant des bases 
5 modifiees telles que l^nosine, la m6thyl-5- 
desoxycytidine, la desoxyuridine, la dimethylamino-5- 
d6soxyuridine, la diamino-2 , 6-purine, la bromo-5- 
desoxyuridine et toute autre base modifiee favor isant 
I 9 hybridation, au niveau du sucre a savoir le remplacement 

10 d»au moins un dfesoxyribose par un polyamide (P.E. Nielsen 
et al, Science, 254, 1497-1500 (1991)), au niveau du 
groupement phosphate par exemple son remplacement par des 
esters notamment choisis parmi les esters de diphosphate, 
d^lkyl et arylphosphonate et de phosphorothioate, 

15 - par "sequence inf ormationnelle" , on entend toute 

suite ordonnee de monomeres, dont la nature chimique _et 
l^ordre dans un sens de reference constituent une 
information de meme qualitfe que celle des acides 
nucleiques naturels , 

20 - par hybridation, on entend le processus au cours 

duquel, dans des conditions appropri6es, deux fragments 
nucl6otidiques, ayant des sequences suffisamment 
compl Omenta ires, s'apparient pour former un double brin, 

- une sonde est un fragment nucleotidique 
25 comprenant au moins 10 monomdres, avantageusement de 10 & 

50 monomdres, poss^dant une sp6cificit6 d* hybridation dans 
des conditions deterrainees. Une sonde peut itre utilisee a 
des fins de diagnostic telles que les sondes de capture 
et/ou de detection ou a des fins de thSrapie, 
30 - la sonde de capture peut etre immobilisee sur un 

support solide par tout moyen approprie, c'est-i-dire 
directement ou indirectement , par exemple par covalence ou 
adsorption passive, 

- la sonde de detection est marqu6e au moyen d'un 
35 marqueur choisi parmi les isotopes radioactifs, des 

enzymes notamment choisis parmi la peroxydase et la 
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phosphatase alcaline et ceux susceptibles d'hydrolyser un 
substrat chromogene, fluorig^ne ou luminescent, des 
composes chimiques chromophores , des composes chromog&nes, 
fluorigenes ou luminescents, des analogues de bases 
5 nucleotidiques, et la biotine, 

- les sondes utilis6es a des fins de diagnostic de 
1» invention peuvent etre mises en oeuvre dans toutes les 
techniques d 1 hybridation connues et notamment les 
techniques dites "DOT-BLOT" (MANIATIS et al, Molecular 

10 Cloning, Cold Spring Harbor, 1982), "SOUTHERN BLOT" 
[SOUTHERN. E.M., J. Mol. Biol-, 98, 503 (1975), "NORTH EN 
BLOT" qui est une technique identique Sl la technique 
"SOUTHERN BLOT" ma is qui utilise de 1 • ARN conune cible, la 
technique SANDWICH (DUNN A.R., HASSEL J. A. , Cell, 12, 23 

15 (1977)] ; avantageusement, on utilise la technique 
SANDWICH dans la presente invention comprenant une sonde 
de capture specifique et/ou une sonde de detection 
specif ique, etant entendu que la sonde de capture et la 
sonde de detection doivent presenter une sequence 

20 nucleotidique au moins partiellement diffferente, 

- une autre application de 1» invention est une 
sonde de th6rapie, ladite sonde etant susceptible de 
s'hybrider in vivo sur 1 'ARN et/ou sur 1 1 ADN pour bloquer 
les phenomdnes de traduction et/ou de transcription, 

25 - une amorce est une sonde comprenant de 10 Sl 30 

monomer es, possedant une specif icite d* hybridation dans 
des conditions determinees pour 1* initiation d'une 
polymerisation enzymatique par exemple dans une technique 
d 1 amplification telle que la PCR (Polymerase Chain 

30 Reaction), dans un proced6 d Elongation, tel que le 
s6quen<?age, dans une methode de transcription inverse ou 
analogue, 

- I'homologie caracterise le degr£ de similitude 
de deux fragments nucleotidiques compares. 

35 Etant donne qu'un virus possedant une activity 

enzymatique transcriptase inverse peut Stre gfenStiquement 
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caracterise aussi bien sous forme d'ARN que d'ADN, il sera 
fait mention aussi bien de l'ADN que de l'ARN viral pour 
caracteriser les sequences relatives A un virus poss£dant 
une telle activity transcriptase inverse. 
5 L 1 invention sera mieux comprise A la lecture de la 

description detainee qui va suivre faite en reference aux 
figures annex&es, dans lesquelles : 

- la figure 1, repr6sente la sequence 
nucleotidique d'un clone denomme PSJ17 , identifiee sous la 

10 reference SEQ ID N01, 

- la figure 2, est une comparaison de la sequence 
nucleotidique du clone PSJ17 avec celle d'un retrovirus 
endog&ne connu, denomme ERSV9 ou HERSV9 , 

- la figure 3, correspond A la traduction en 
IS acides amines de la sequence du clone PSJ17, represents A 

la figure 1, et 

- la figure 4, il lustre la comparaison entre la 
sequence prot&ique de PSJ17 et la sequence th£orique de 
ERV9, telle que d€crite par LA MANTIA et col (Nucleic 

20 Acids Research, Vol. 19, N° 7, 1513-1520) (1991) )• 

BXEKFLB 1 : OBTENTION D*UH CLONE PSJ17, 
DEPINISSANT UNE FAMILLE KSRV-1A, PAR REACTION DE 
TRANSCRIPTASE INVERSE ENDOQENB SUR UNE PREPARATION DE 
VIRION ISSUE DE LA LI6NEE PLI-2. 

25 Cette approche vise A obtenir des sequences d'ADN 

r6trotranscrites A partir de l'ARN suppose retroviral dans 
1'isolat en utilisant l'activite transcriptase inverse 
pr6sente dans ce mfime isolate Cette activity transcriptase 
inverse ne peut theoriquement fonctionner qu'en presence 

30 d'un ARN retroviral, lie A un ARNt amorce ou hy bride A des 
brins courts d'ADN d6jA r6tro-transcrits dans les 
part icu les retrovirales (Lori F. et coll. J . Virol. 1992 ; 
66, 5067-5074). Ainsi l'obtention de sequences 
retrovirales specif iques dans un materiel contain in6 par 

35 des acides nucieiques cellulaires, etait optimis6e gr&ce A 
1' amplification enzymatique specif ique des portions d'ARN 
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viraux par une activite transcriptase inverse virale. Les 
auteurs ont, pour cela, determine les conditions physico- 
chimiques particulieres dans lesquelles cette activite 
enzymatique de transcription inverse sur des ARN contenus 
5 dans des virions pouvait etre effective in vitro; ceux-ci 
correspondent a la description technique des protocoles 
presentes ci-dessous (reaction de RT endogene, 
purification, clonage et s6quen?age) . 

- Preparation de virion concentre £ partir de 
10 surnageants de culture de la lignee PLI-2 : 

L'approche moleculaire a consiste a utiliser une 
preparation de virion concentre, mais non purifie, obtenu 
Sl partir des surnageants de culture de la lignee PLI-2 
prepare selon la methode suivante : les surnageants de 

15 cultures sont collectes deux fois par semaine, pre- 
centrifuges a 10 000 tpm pendant 30 minutes pour eliminer 
les debris cellulaires, et ensuite congeles a -80°C ou 
utilises tels que pour les etapes suivantes. Les 
surnageants frais ou d6congel6s sont centrifuges sur un 

20 coussin de PBS-glycerol 30 % a 100 OOOg (ou 30 000 tpm 
dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2 h a 4°C. 
Apr&s elimination du surnageant, le culot sediments est 
repris dans un petit volume de PBS et constitue la 
fraction de virions concentres, mais non purifies. Cet 

25 6chantillon viral concentre mais non purifiS a ete utilise 
pour effectuer une reaction dite de transcription inverse 
endogene, telle que decrite ci-aprds. 

- Reaction de transcriptase inverse endogene : 

Un volume de 200^1 de virions purifies selon le 
30 protocole decrit ci-dessus et contenant une activity 
transcriptase inverse d f environ 1-5 million de DPM 
(disintegrations par minute) est dficongele a 37 °C jusqu f a 
apparition d'une phase liquide, puis placfe sur de la 
glace. Un tampon 5 fois concentrfe a ete preparfe avec les 
35 composants suivants : Tris-HCl pH 8.2, 500 mM; NaCl 75 mM; 
MgC12 25 mM; DTT 75 mM et NP 40 0.10 %. A 100 Ml de ce 
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tampon ont ete a j out 6s : 25 Ml d'une solution de dATP 
100 mM, 25 /il d'une solution de dTTP 100 mM, 25 Ml d'une 
solution de dGTP 100 nN f 25 Ml d'une solution de dCTP 
100 mM, 100 Ml d'eau distill&e sterile et 200 m! de la 
5 suspension de virions (activity transcriptase inverse de 5 
millions de DPM) dans le PBS ont €t6 m61ang£s et incubus & 
42 °C pendant 3 heures. Apr 6s cette incubation le melange 
r£actionnel est directement melang6 avec un melange 
tamponne phenol/ chlorof orme/alcool isoamylique (Sigma ref. 

10 P 3803), la phase aqueuse est collect6e et un volume d'eau 
distillfee st6rile est ajoutfe a la phase organ i que pour r6- 
extraire le materiel nucleique residuel, Les phases 
aqueuses collectees sont regroup6es et les acides 
nucl£iques contenus sont pr&cipites par addition d'acState 

15 de sodium 3M pH 5,2 au 1/10 de volume + 2 volumes 
d'6thanol + 1 Ml de glycogSne (Boehringer -Mannheim ref. 
901 393) et mise & -20 °C de l'fechantillon pendant 4 h ou 
la nuit a +4°C. Le pr6cipit6 obtenu apr&s centrif ugation 
est ensuite lav6 avec- de l'6thanol i 70 % et resuspendu 

20 dans 60 ml d'eau distillfee. Les produits de cette reaction 
ont ensuite 6t6 purifies, clones et* s£quenc6s selon les 
protocole d6crit ci-apr6s. 

- Clonage et sfequengage des fragments d'ADN 
recueillis : 

25 Des ADN bouts francs avec des adenines non- 

appari6es aux extr6mit6s ont 6t6 g6n6r6s : une reaction de 
"remplissage" a d'abord 6t6 effectu6e : 25 Ml de la 
solution d'ADN pr6c6demment purififie ont 6t6 melanges 
avec : 2 Ml d'une solution 2,5 mM contenant, en quantity 

30 fequimolaire, dATP + dGTP + dTTP + dCTP / 1 Ml d'ADN 
polymerase T4 (Boehringer-Mannheim ref, 1004 786) / 5 Ml 
de 10X "incubation buffer for restriction enzyme" 
(Boehringer-Mannheim ref. 1417 975) / 1 Ml d'une solution 
a 1 % de s6rum-albumine bovine / 16 Ml d'eau distillfee 

35 stferile. Ce melange a 6t6 incub£ 20 minutes & 11°C. 50 Ml 
de tampon TE ( Tris-EDTA) et 1m1 <ie glycogfene (Boehringer- 
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Mannheim ref . 901 393) y ont ete ajoutes avant extraction 
des acides nucleiques avec du phSnol/chlorof orme/alcool 
isoamylique (Sigma ref, P 3803), et precipitation h 
l^cfetate de sodium comme dfecrit prfecfedemment . L'ADN 
5 precipitS apr&s centrif ugation est resuspendu dans 10 pi 
de tampon 10 mM Tris pH 7.5. Puis, 5 pi de cette 
suspension a et6 melangee avec 20 Ml de tampon Taq 5 fois 
concentrfe , 20 pi de 5 mM dATP, 1 Ml (5U) de Taq ADN 
polymerase (Amplitaq™) et 54 m! d'eau distillfee sterile. 

10 Ce melange est incube 2 h Sl 75°C avec un film d'huile a la 
surface de la solution. L 1 ADN en suspension dans la 
solution aqueuse prelevSe en dessous du film d'huile apr&s 
incubation est precipitS comme d6crit pr&cfedemment et 
resuspendu dans 2 m! d'eau distil lee sterile. L* ADN obtenu 

15 a €te insere dans un plasmide & l f aide du kit TA 
Cloning™. Les 2 m1 de solution d'ADN ont et6 m61ang6s 
avec 5 m1 d'eau distil lee sterile, 1m1 d'un tampon de 
ligation 10 fois concentre "10X LIGATION BUFFER", 2m1 de 
"pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 Ml de "TA DNA LIGASE" . Ce 

20 melange a ete incube une nuit & 12 °C. Les stapes suivantes 
ont ete realisees conf ormement aux instructions donnees 
dans le kit TA Cloning* (British Biotechnology). A la fin 
de la procedure, les colonies blanches de bact6ries 
recombinantes (white) ont 6te repiquees pour etre 

25 cultivees et permettre 1* extraction des plasmides 
incorporfis selon la procedure dite de "miniprep" (Sambrook 
J., Fritsch E.F., et Maniatis T. , Molecular cloning, a 
laboratory manual. Cold spring harbor laboratory press, 
1989) . La preparation de plasmide de chaque colonie 

30 recombinante a ete coupee par une enzyme de restriction 
approprifee et analysSe sur gel d' agarose. Les plasmides 
possedant un insert detects sous luroidre UV apr&s marquage 
du gel au bromure d'ethidium, ont et6 selectionne pour le 
s6quen?age de l 1 insert, aprds hybridation avec une amorce 

35 complementaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA cloning kit. La reaction prfealable au 
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sequen^age a ensuite ete ef fectuee selon la methode 
prSconisee pour 1 •utilisation du kit de sequengage "Prism 
ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing 
kit" (Applied Biosystems, ref. 401384) et le sequen<?age 
5 automat ique a et6 realise avec l'appareil "automatic 
sequencer, modele 373 A Applied Biosystems selon les 
instructions du fabricant. 

- Analyse des sequences donees : 

L* analyse discriminante sur les banques de donnees 

10 informatiques des sequences clonees a partir des fragments 
d' ADN presents dans le melange r6actionnel a perm is de 
mettre en evidence trois categories de sequences : la 
premi&re correspondait h des sequences totalement 
inconnues dans les banques de donnees et sans aucune 

15 parents avec des g&nes deer its. La seconde, correspondait 
& des sequences totalement homologues a des portions ^de 
genes cellulaires connus. La troisieme correspondait & des 
sequences presentant des homologies partielles plus ou 
moins importantes avec des sequences connues de retrovirus 

20 ou d 1 elements genet iques retrotransposables comme les 
retroposons ou retrotransposons . 

L'origine des sequences de la premiere categorie 
est difficile a def inir alors que pour la seconde, elle 
s'explique par la presence attendue de fragments d* AON 

25 cellulaire contaminant la fraction d'acides nucleiques 
extrait de 1 , €chantillon viral concentre mais non purifie, 
apr&s incubation dans les conditions requises pour la 
reaction de transcription inverse endogene sus-mentionnee. 

L'origine des sequences de la troisi&me categorie 

30 est manifestement retroviral ou de type retroviral, II est 
connu que des sequences retrovirales endogdnes apparentees 
a un retrovirus replicatif, ou co-exprimees dans une meme 
cellule infectee, peuvent Stre encapsidSes dans les 
virions gen6res par une souche retrovirale donn£e (Linial 

35 M.L. and Miller A.D, dans "Current topics in microbiology 
and immunobiology . Retroviruses, strategies of 
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replication" vol. 157, p. 125-152; Swanstrom R. et Vogt 
P.K. editeurs, Springer-Ver lag, Heidelberg 1990) et la 
presence de certaines sequences de type retroviral peut 
s'expliquer par ce phenomene. 
5 Cependant, parmi les sequences de cette categorie, 

une sequence a ete retrouvee le plus f requemment et s'est 
averee representer la xnajorite des clones obtenus dans ces 
conditions a partir de l f isolat viral "POL-2" issu de la 
culture de la lignee PLI-2 entre le quarantieme et le 

10 soixantieme passage en culture apres etablissement de la 
lignee continue selon le principe decrit dans le brevet 
n°WO 93/20188 precedemment cite. Le clone correspondant 
PSJ17 a ete entierement sequence et la sequence obtenue, 
presentee dans la figure 1 (sequence ID N°l) a ete analysee 

15 a I'aide du logiciel "Geneworks®" sur les banques de 
donnees actualisees "Genebank®" . L f analyse des banques -de 
donnees n*a pas permis de trouver de sequence identique 
deja decrite. Seule une homologie partielle a pu etre 
retrouvee avec certains elements retroviraux connus. 

20 L f homologie relative la plus interessante concerne un 
retrovirus endogene denomme ERV-9, ou HSERV-9, selon les 
references (La Mantia et coll. Nucleic Acids Research 
1991 ; 19, 1513-1520). Ainsi la sequence du clone PSJ17 a 
pu etre localisee dans la region pol codant pour la 

25 transcriptase inverse d'un retrovirus, ou encore d»un 
virus possedant une enzyme avec une activite transcriptase 
inverse, par alignement avec la sequence decrite pour 
HSERV-9, tel que cela est presente dans la figure 2. La 
traduction en acides amines du clone PS J 17 est presentee 

30 dans la figure 3, et la comparaison avec cette sequence 
proteique et la sequence proteique theorique de ERV9 telle 
que decrite par La Mantia et col est presentee dans la 
figure 4. 

35 EXEMPLE 2 : OBTENTION DE CLONES APPARENTES A 

PSJ17, DEFINISSANT UNE FAMILLE MSRV-1A, PAR AMPLIFICATION 
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ENZYMATIQUE (RT-PCR) SUR UNE PREPARATION DE VIRION ISSUE 
DE LA LIGNEE PLI-2. 

Des amorces nucl€iques, PSJ17A et PSJ17B, ont et6 
d€finies dans la sequence du clone PS J 17 et ont 6t€ 
5 utilisees pour rechercher la presence de l'ARN et/ou de 
l'ADN correspondant a un virus contenant cette sequence, 
dans differents Schanti lions biologiques. Celles-ci sont 
deflnies ci-aprds : 

Sequence amorce sens PSJ17 A : 

10 AAATTTCCTCACTACCTG (Sequence ID N° 2) 

Sequence amorce antisens PSJ17 B : 

GGGTTTAAGAGTTGCACA (Sequence ID N° 3) 

Les reactions de PCR ont et6 faites dans un volume 
total de 100 pi, contenant 200 ng d 1 ADN, 33 M*&oles de 

15 chaque amorce, 0,25 mM de chaque dNTP, 10/il de tampon 10X, 
et 2,5 U d 1 enzyme Tag. Les cycles d 1 amplification sont 
r&alis6s comme suit : dfenaturation 95°C/5 minutes, 
hybridation des amorces 50 °C & 55°C/2 minutes, extension 
72°C/2,5 minutes, puis pendant 33 cycles, 95°C/2minutes, 

20 50°C & 55°C/2 minutes, 72°C/2,5 minutes, et enfin 
95°C/2minutes, 50 °C & 55°C/2 minutes et 72°C/7 minutes. 

Les reactions de RT-PCR, selon un proc6d6 
d f amplification d f ARN tel que dfecrit dans la demande de 
brevet n° EP 0 569 272 Al, ont 6t6 faites dans un volume 

25 total de 100 m1# contenant 200 ng d'ARN, 1 Ml de RNA 
Guard, 33 /imoles de chaque sonde, 0,25 mM de chaque dNTP, 
10 Ml de tampon 10X, 2,5 U d 1 enzyme Tag. et 0,4 Ml 
d v enzyme RT (10 U) sont aussi a j out 6s aux 6chanti lions. 
Les cycles d 1 amplification sont r£alis£s comme suit : 

30 dSnaturation de 1 1 ARN 65°C/10 minutes, synthase de l'ADNc 
50°C/8 minutes puis les cycles sont identiques a ceux de 
la PCR dficrite ci-dessus. Des reactions de contrdle ont 
et6 effectu€es de manidre a contrdler l v absence de 
contaminants (reaction sur de l'eau). Les produits ont fete 

35 analyses sur gel d'acrylamide 10 %• 
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Une des proprietes de la polymerase Taq consistant 
& a j outer une adenine £ l f extremit6 3' de chacun des deux 
brins d 1 ADM, les produits issus de la PCR et de la RT-PCR 
ont ete purifies selon le procede deer it dans l'exemple 1 
5 puis directement clones a l'aide du kit TA Cloning* 
(British Biotechnology) , puis sequences selon le protocole 
deer it dans l'exemple 1. 

Le materiel biologique utilise consiste en virion 
purifie a partir de 1 • isolat "POL-2" (ECACC n° V92072202) 

10 selon la procedure decrite ci-aprds : les surnageants de 
cultures sont collectes deux fois par semaine, 
pr6-centrifug€s h 10 000 tpm pendant 30 minutes pour 
eiiminer les debris cellulaires, et ensuite congeles h - 
80°C ou utilises tels que pour les etapes suivantes. Les 

15 surnageants frais ou decongeles sont centrifuges sur un 
coussin de PBS-glycerol 30 % a 100 OOOg (ou 30 000 tpm 
dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) pendant 2 h A 4°C. 
Apres elimination du surnageant, le culot sedimente est 
repris dans un petit volume de PBS et constltue la 

20 fraction de virions concentres, mais non purifies. Le 
virus concentre est ensuite depose sur un gradient de 
sucrose dans un tampon PBS sterile (15 a 50 % poids/poids) 
et ultracentrifuge & 35 000 tpm (100 000 g) pendant 12 h i 
+4°C dans un rotor S godets. 10 fractions sont recueillies 

25 et 20 /il sont preieves dans chaque fraction apr£s 
homogeneisation pour y doser l'activite transcriptase 
inverse selon la technique decrite par H. Perron et coll. 
(Res. Virol. 1989 ; 140, 551-561). Les fractions contenant 
le pic d'activite RT de type LM7 sont ensuite diluees dans 

30 du tampon PBS sterile et ultracentrif ugees une heure 4 
35 000 tpm (1000 000 g) pour sedimenter les particules 
virales. Le culot de virions purifies ainsi obtenu est 
alors repris dans un petit volume d'un tampon ad6quat pour 
l f utilisation ulterieure qui en sera faite (Ex. Tampon 

35 Guanidium Thiocyanate pour !• extraction des ARN ; PBS 
sterile pour le stockage a -80°C) . 
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Notamment, un precede d 1 amplification d'ARN tel 
que deer it dans la demande de brevet n° EP 0 569 272 Al, 
utilise sur de 1 • ARN purifiS, utilisant des amorces telles 
que decrites ci-dessus, a permis d' amplifier du materiel 
5 nucleique sur une fraction de virion purifie sur gradient 
de saccharose selon la methode dfecrite ci-dessus & partir 
de I'isolat l, POL-2" (ECACC n° V92072202) . Ce matferiel 
nucleique une fois clone et s6quenc6 selon les techniques 
decrites dans I'exemple 1, s'est revele etre, dans ces 

10 virions purifies, le meme materiel genetique que celui du 
clone PSJ17 obtenu a partir de I'fechantillon de virions 
concentres mais non-pur if ies contenus dans un isolat 
"POL-2" . Une reaction PGR avec les mdmes amorces sur le 
meme materiel, mais sans etape de synthese d'un ADNc a 

15 partir de 1 'ARN present dans le materiel nucleique de 
1 •echantillon analyse, n'a permis aucune amplification -de 
materiel nucleique. Ces resultats indiquent clairement que 
la sequence du clone PSJ17 est pr6sente sous forme d'ARN 
et pas d • ADN , dans les fractions contenant le pic 

20 d'activite transcriptase inverse de type LM7, apr&s 
purification sur gradient de saccharose. Ces rSsultats 
sont compatibles avec la presence de particules virales 
contenant un ARN genomique incluant la sequence du clone 
PSJ17 et une enzyme transcriptase inverse, liees a la 

25 presence d'un retrovirus non caracterise par ses sequences 
specif iques jusqu'alors, dans les fractions purifi6es de 
virions produits par la lignee PLI-2. 

Par ailleurs, la rfeaction RT-PCR sus-mentionnee 
(demande de brevet EP 0 569 272 Al) a ete appliquee sur 

30 des echantillons biologiques, issus de patients temoins 
exempts de SEP, obtenus dans des conditions ident iques aux 
fractions de gradient de saccharose sus-mentionn6es, £ la 
difference ores qu 1 aucune activity transcriptase inverse 
spfecifique de type M LM7" n'y a 6t6 d6tect6e. Les fractions 

35 de mSme densitfi en saccharose que les pics d'activitfi 
transcriptase inverse repertories (environ 1.17 g/ml) ont 
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ainsi ete utilisees. Dans ces echantillons provenant 
respect ivement d'une culture de cellules leptom6ningees de 
patiente atteinte de maladie de Strumpell-Lorrain, d'une 
culture de plexus choroides d'une patiente decedee 
5 d' accident vasculaire cerebral , d'une lignee de 
lymphocytes B (lignfee lymphoblastoide spontanee) d'un 
patient atteint de maladie genetique non precisee, tous 
Stant exempts de SEP, cette reaction RT-PCR avec les 
amorces contenues dans la region "PSJ17" n'a pas perm is 

10 d 1 amplifier de materiel nucleique ou, quand une 
amplification a ete visualisee dans un cas, le materiel 
amplifi6 s'est revele n 1 avoir aucun rapport avec la 
sequence "PSJ17" (homologie partielle des amorces avec des 
gdnes cellulaires) . Ainsi, dans ces echantillons issus de 

15 temoins non-SEP et provenant de fractions de saccharose 
homologues a eel les qui contiennent des particules virales 
associees a une activite transcriptase inverse dans les 
echantillons "POL-2/PLI-2" et "MS7PG/LM7PC" provenant de 
SEP, cette sequence retrovirale n'a pas ete retrouvee 

20 associfee a de 1 1 ARN. Ces resultats sont compatibles avec 
l 1 absence de production de particules retrovirales 
contenant la sequence du clone PSJ17 dans ce type de 
culture de cellules provenant de patients exempts de SEP. 

Par contre ces sequences ont pu etre detectees par 

25 cette mSme technique PCR, telle que decrite ci-avant, dans 
des echantillons biologiques tels que des cellules 
humaines diverses, des serums obtenus aprds formation du 
caillot sanguin, des liquides cephalo-rachidiens obtenus 
par ponction lombaire et pouvant contenir des debris 

30 cellulaires, oH de l'ADN humain etait present. Cela, chez 
des patients atteints de SEP, ma is aussi chez des patients 
temoins et des temoins sains. Une etude en southern-blot 
avec le clone PSJ17 utilise comrae sonde, a confirme que la 
sequence du clone PSJ17 itait apparent6e & une famille de 

35 retrovirus endogdnes presents dans le genome humain. Etant 
donn€e la relative homologie avec le retrovirus endogdne 
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ERV-9, il se peut que le retrovirus contenant la sequence 
PSJ17 soit un membre d'une famille de retrovirus endog&nes 
apparente & ERV-9, ou d'une nouvelle famille de retrovirus 
endog&nes proches d 1 ERV-9, ou encore, une souche exog&ne & 
5 laquelle la famille endog&ne ERV-9 serait apparentee, dans 
la mesure oH aucune homologie avec un retrovirus exogdne 
connu n'a 6t6 identifiee pour ERV-9, contrairement a 
toutes les sequences retrovirales endogSnes humaines 
caract6ris§es & ce jour, tel que cela apparalt dans le 

10 tableau annexe. 

Ces resultats sont done compatibles avec une 
expression d'ARN issu d'une famille de retrovirus 
endogfenes que la demanderesse a denomme MSRV-1A, ayant une 
homologie relative avec ERV-9 , mais contenant un consensus 

IS de sequences nucieiques avec le clone de reference PSJ17. 
Ce virus MSRV-lA peut etre exprime de mani&re differertte 
entre les patients atteints de SEP et les personnes 
exempt es de SEP, par tout type de cellules susceptible 
d'exprimer ce retrovirus. Ces resultats sont aussi 

20 compatibles avec la presence d'un retrovirus exog&ne MSRV- 
lA, ayant une homologie relative avec ERV-9, mais 
contenant un consensus de sequences nucieiques avec le 
clone de reference PSJ17, h6berg6 et exprime par certaines 
cellules infect6es chez les patients atteints de SEP et 

25 pas chez les tfemoins sains ou exempts de SEP. 

La sequence obtenue dans le clone PSJ17 et sus- 
decrite, sera le mieux utilisee pour la detection stricte 
d'ARN specif iquement exprime chez les patients atteints de 
SEP et, consequemment, de peptides ou proteines contenant 

30 la sequence d'acides amines codfee par cette sequence ARN 
ou un consensus apparente & cette derni&re et provenant 
d'un variant MSRV-lA. De meme 1 •utilisation de ces 
sequences peptidiques est consequemment envisageable pour 
obtenir des antig&nes qui permettront de de teeter la 

35 reponse immunitaire 3l ces motifs antig6niques exprim6s in 
vivo chez les patients atteints de SEP, dans la mesure ofc 
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ARN correspondant sont exprimes in vivo et permettent la 
synthase protfeique correspondante, de manifere originale 
dans la SEP ou tout autre pathologie individualist et 
trouvee associee a ce meme phenomdne d • expression 
retrovirale* 
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REVENDICATIONS 

1/ Virus humain, possedant une activite 
transcriptase inverse, associS k une famille d 1 elements 
retroviraux endog^nes et associ§ & la sclerose en plaques, 
5 issu d'une souche virale possedant une activitfe 
transcriptase inverse, choisie parmi les souches virales 
d^nommees respect ivement POL-2, d§posee le 22.07.1992 
aupres de l'ECACC sous le numero d'accds V9 2 07 2 2 02 et 
MS7PG deposee le 08.01.93 auprSs de l'ECACC sous le numero 

10 d'acces V93010816, et les souches variantes consistant en 
des virus comprenant au moins un antigSne qui est reconnu 
par au moins un anticorps dirigd contre au moins un 
antigene correspondant de I'un ou l 1 autre des virus des 
souches virales POL-2 et MS7PG prScitees. 

15 2/ Virus humain possedant une activity 

transcriptase inverse, associe ck une famille d* elements 
retroviraux endogenes, associe £ la sclerose en plaques, 
produit par une lignee cellulaire choisie parmi les 
lignees cellulaires denommees respect ivement PLI-2 deposee 

20 le 22.07.1992 auprSs de l'ECACC sous le numero d'accds 
92072201 et LM7PC deposee le 08.01.93 auprSs de l'ECACC 
sous le num£ro d'acces 93010817, et toutes les cultures 
cellulaires infectees susceptibles de produire un virus 
comprenant au moins un antigSne qui est reconnu par au 

25 moins un anticorps dirigS contre au moins un antigdne 
correspondant de I'un ou l f autre des virus produits par 
les lignees PLI-2 et LM7PC precitSes. 

3/ Virus caract6ris6 en ce que son genome comprend 
une sequence nucleotidique presentant au moins 50 % et 

30 prSferentiellement au moins 70 % d'horaologie avec la 
sequence nucleotidique SEQ ID N01 ou sa sequence 
complementaire . 

4/ Retrovirus humain, associe d la sclerose en 
plaques, caractSrise en ce que le gdne pol de son g6nome 

35 comprend une sequence nuclfiotidique presentant au moins 
50 % d'homologie avec une sequence nucl6otidique 
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appar tenant au g£ne pol du genome du retrovirus ERV-9 ou 
HSERV-9 . 

5/ Retrovirus humain associe a la sclerose en 
plaques, caracterise en ce que le g£ne pol de son gfenome 
5 code pour une sequence peptidique presentant au moins 
50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie avec une 
sequence peptidique codee par le gene pol du genome du 
retrovirus ERV-9 ou HSERV-9. 

6/ Retrovirus humain, associe a la sclerose en 
10 plaques, caracterise en ce que le gene pol de son genome 
code pour une sequence peptidique presentant au moins 50 % 
et de preference au moins 70 % d'homologie avec une 
sequence peptidique codee par la sequence nucleotidique 
SEQ ID N01 ou sa sequence complementaire. 
15 7/ Lignee cellulaire deposde le 08.01.1993, aupres 

de l'ECACC sous le numero d'acces 93010817. 

8/ Souche virale deposee le 08.01.1993, aupr&s de 
l f ECACC sous le numero d'acces V9 3 0108 16 

9/ Fragment nucleotidique caract6rise en ce qu'il 
20 comprend une sequence nucleotidique presentant au moins 
50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie avec la 
SEQ ID N01 ou sa sequence complementaire. 

10/ Fragment selon la revendication 9, caract6rise 
en ce qu'il consiste en une sequence nucleotidique 
25 presentant au moins 50 %, et de preference au moins 70 % 
d'homologie avec la sequence nucleotidique SEQ ID N01 ou 
sa sequence complement a ire. 

11/ ARN ou ADN et notamment vecteur de 
replication, comprenant un fragment selon la revendication 
30 9 ou 10. 

12/ Amorce specifique pour 1 •amplification par 
polymerisation d»un ARN ou d'un ADN d'un virus associe & 
la sclerose en plaques, caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend une sequence nucleotidique presentant au moins 
35 50%, et de preference au moins 70 % d'homologie avec au 
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moins une partie d'un fragment selon la revendication 9 ou 
10. 

13/ Amorce selon la revendication 12, caracterisee 
en ce qu'elle a au moins 10 nucleotides, et de preference 
5 choisie parmi SEQ ID N02 et SEQ ID N03. 

14/ Sonde susceptible de s'hybrider specif iguement 
avec un ARN ou un ADN d'un virus associe k la sclerose en 
plaques, caracterisee ce qu'elle comprend une sequence 
nucleotidique pr6sentant au moins 50%, et de preference au 
10 moins 70 % d'homologie avec au moins une partie d'un 
fragment selon la revendication 9 ou 10. 

15/ Sonde selon la revendication 14, caracterisee 
en ce qu'elle a au moins 10 nucleotides. 

16/ Utilisation d'une sonde selon la revendication 
15 14 ou 15 ou d'une amorce selon la revendication 12 ou 13, 
pour detecter et/ou identifier, dans un echantitlon 
biologique, un virus associe a la sclerose en plaques. 

17/ Composition therapeutique antisens, notamment 
pour le traitement de la sclerose en plaques, caracterisee 
20 en ce qu'elle comprend au moins une sequence nucl6otidique 
selon la revendication 14 ou 15. 

18/ Procede pour detecter et/ou identifier un 
virus associe a la sclerose en plaques, dans un 
echantillon biologique, caracteris6 en ce qu'on expose un 
25 ARN et/ou un ADN specif ique audit virus, ou leurs 
complementaires, a au moins une sequence nucleotidique 
selon la revendication 14 ou 15. 

19/ Procede selon la revendication 18 caract6rise 
en ce que, avant d'exposer 1 'ARN et/ou 1 • ADN ou leur ADN 
30 et/ou ARN complementaires, a la sonde, on hybride ledit 
ARN et/ou ledit ADN avec au moins une amorce selon la 
revendication 12 ou 13 et on amplifie ledit ARN et/ou ADN. 

20/ Proc6de pour quantifier, dans un echantillon 
biologique, 1' expression d'un virus associe a la sclerose 
35 en plaques, caracterise en ce qu'on expose un ARN et/ou un 
ADN specifique audit virus et/ou leur ADN et/ou ARN 
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complementaires a au moins une sonde selon la 
revendication 14 ou 15. 

21/ Peptide code par la sequence nucleotidique du 
genome d'un virus associe k la sclerose en plaques, 
5 caract6ris6 en ce qu'il est cod6 par au moins une partie 
d'un fragment nucleotidique selon la revendication 9 
ou 10. 

22/ Prot6ine caracteris£e en ce qu'elle comprend 

un peptide selon la revendication 21. 
10 23/ Oligopeptide caracterisS en ce qu'il comprend 

au moins cinq aminoacides contigus d'un peptide selon la 

revendication 21. 

24/ Composition diagnostique, et/ou thferapeutique 

et/ou prophylactique, caracterisSe en ce qu'elle comprend 
15 au moins un peptide selon la revendication 21, ou au moins 

une proteine selon la revendication 22 ou au moins, un 

oligopeptide selon la revendication 23. 

25/ Composition diagnostique, et/ou therapeutique, 

et/ou prophylactique, caracterisSe en ce qu'elle comprend 
20 un ligand specif ique a au moins un peptide selon la 

revendication 21, ou a au moins une protfeine selon la 

revendication 22, ou a au moins un oligopeptide selon la 

revendication 23. 
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FIG, 1 




CAAGCCACCC 


AAGAACICIT 


AAATl'iLClC 


TICCAAAOCA 


AAGOCTCAOC 


1U1UJ1UACA 


TAAAATTATC 


CAAAGQCADC 


AULLULC1CA 


AiACiuuoTr 


A'lLUlCATOC 


CAAAACCCIA 


TAGCATCATZ 


AUbTI'lUlUC 


OGAAAACAAG 


TAGOCAGAOC 


ATTATATACA 


CIAATIAAGG 


TAlTJJAGTAA 


GATOGACAGC 


TAAACAGAAG 


GOCCCTAACC 


CAAQOCOCAG 


1GT1UAUCT1' 


C1T1ATMQG 


CACAGAAAAA 


ACAGGAATCG 


GTCOGAGQGA 


TGAGCTTOCA 


A^CCJIGC3CA 


TCTAGTOGCA 


A^ajo-riucjc 


CTCATNGTTT 




ATCIGAAGCA 


GTDVAAATAA 


G'lG'lUGACAT 


CICATGMGT 


GAAOGQCATA 


G'lUUTllSlCA 


GACAMCATT 


UtfTTIAANIA 


ASOCMiIQCT 


G^GACIUUUC 


ACT1L71UEJAA 



ACIMCIGIG QCHACAAGGT 50 

GGAGATTAGA TBCTIMC3GT 100 

GTGAQGAAOG TATOCAGOCT 150 

AAGCAACIAA GAGQGTTOCT 200 

ATIO0CAQGT ACAAOCAAAA 250 

AAACICAGAA AGOCAATAOC 300 

GCTTICCAGG QQCTAAAGAA 350 

QOCAACAQQG CAAGAT1T1T 400 

CICIAGGACT OTTACACAG 450 

TAOC7IGAAIA AGGAAATIGA 500 

A1GQGTAATG GSDQCftGiaG 550 

TPCAGQGAAG AGA3CTINCT 600 

CTO^TQCTA AMGAGPCTT 650 

TCMQCTICTA TIACTIGAAG 700 

CICTIAAAOC C 74X 
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Consensus CARDCY?CYC WCT^CVCTr RAAYTTYCTM RCI MCfYRWG GOTCAMGT 

PSJ17 . -A. X. -C. A A A..T..C..C A...OCTCT. .C 

ERV9 pol . X. .T.-T. T. ..T G. X. .T. .A G. • .AlICAA. .G 

Consensus KTCY7*5*YCR TYTOCYYACA GGAGATEBGA TaCTtfMOGT 

PSJ17 T. X.ArC.A T C.-.TC T 

EFV9 pol G..T.TCTX C T. . XT. . . . C-... 

Consensus TAAATMCTA UAX TAATCT TAKCCAAAGG SMCAGOGSC CTCAGYRAGG 

PSJ17 - — - ..T C G. .....TC... 

ERV9 pol G G C CA... 

Consensus AAVGfcKBCA GOCTATPCIG GSTTATOCIC RiCCYAARAC HTIAAARCAR 

PSJ17 . .C.T. .C G AT.X-.A.. OC G- -A 

ERV9 pol ..T.A..A C 1. GC. .T. .G- . AT A. .G 

Consensus YTRACBGRGT TQCTIFOftT KAXCAGCOTT YTOOOGAM^ YARGATHCCY 

PSJ17 CA. .A.G AX.- G-T T. . C AA. C.A- . .T- X 

ERV9 pol T.G..G.A G.A. . TX. .-X.. T CT. T-G- . X. .T 

Consensus PGK&CPASC RARAYMOCA GRCCMyiMA TACACTAAIY AAGGAAACYC 

PSJ17 A.G C. A.A.T A. .AT T T. 

ERV9 pol G.A. . .-.G. G.G.C G. -OC. C C. 



Consensus 
PSJ17 

pol 

Consensus 
PSJ17 
ERV9 pol 

Consensus 
PSJ17 A, . . 
EKV9 pol 



PSJ17 

pol 

Consensus 
PSJ17 
ERV9 pol 

Consensus 
PSJ17 
EHV9 pol 

Consensus 
PSJ17 
ERV9 pol 

Consensus 
PSJ17 

pol 

Consensus 
PSJ17 ...T. 
EKV9 pol 



AGARRQOftA TW^TVY^TiTA GITKA3W03G AWCMCARRC AGAAACRRCY 

AA. .C CT. .7. . .-.A. .AT.. .CA.CT.AA — GG.T 

OG. -A TC.-C G..TC. . .AC.AG.QG AA.C 

TICMARROCY TAAAGMGQC YCTWCACAA QCYGCAGYKT 1MMXOTK0C 

C.GG. X A C...AOC C TC. X...T-G.. 

. . .A-AA- .T C T. ..COA T CT- -A. . X-T. . 

MBCAGC3CAR R KITIYICIT TMATCRCAS AGARARARCM RGRATM3CTC 

.G..AG T G. -C A-A.A.A G.A. X. 433 

C JV..G A C T. .G . . .G.G.GX A.G. .A 

TOQS ^IULT YW3WCARRYY CPWOGGftYRA SCYYRCAAOC MSTOGGAlEAC 

.A T.-A.-OGIC .GA TC. G.TTC C 

.T C.T.JtfCT .AT CA. COCA A. 

CIRAKDVAGG AAKTTCWCT AC7IRGCAAAR QGYTOQOCTC AttCTTTOC 

.X.A G G ..T T T. 

. .A.G A. . . . *A . X. ...... -CT. ... .A. 

a/l AKD Qlt OJ^lKjaC ICPPGgqC WGARGCWOHf AAAACEAAIAC 

A.C..G .A. .A T... T. ~A. .AG.T . 

G.T.CA G.X. ...T..C... A. .G. .TAX 

ARGGAARRGA TCTttCICrS TOGACWWCTY ATCATOTRAA V39CA3XHM 

.G GA T G .G--.AT.X G.. C C 

.A A3 CA..-X .A--.TA..T -A.. T A 

RSTOCYAAAG GA KK r i ' lKIU GYTKICAGAC AACYKYYIBC TTMNIAYCA 

AC...T GAC.X.. .T.G CATT .A-..T-. 

GG..X AGT. .A. . X.A TOOC GA. X. . 

GGCWC1AYTM CTIGARGRRC CPOTQCmXl AMTRTOCACW TCYKYFRCYC 

, . .T.A A.AG G.G X.GC....T . .TOCAA.T. 733 

...A. -XX G-GA TCA .A. AT A . XATOGX. 



50 
50 
50 

100 
100 
86 

150 
136 
136 

200 
186 
186 

250 
236 
234 

300 
286 
276 

350 
333 
326 

400 

383 
376 

450 

426 

500 
483 
476 

550 
533 
526 

600 
583 
576 

650 
633 
625 

700 
683 
675 

750 

725 



Consensus TYAAKXY 758 

PSJ17 .T-.A. X 741 

ERV9 pol X.X..T 733 
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QMQELXNFL TTOGYKVSKP KftQpCSQETR 
ILGYFHPKILi KQtPGFLSMI RFLFKIRFFG 
YLVFWTPKQK AFQALKKALT QMVFSLFIG 
VRGMSLQFVA YLNKEZEWA IO>/FHXLWVM 
VWISHCVNGI LTAKGDLWLS ENHLUCYQAL 



YLGLKLSKGT RGLSEEREQP 50 

TIKIARFLYT LIKETOKAOT 100 

QDFSLYGTEX TGIAUGVLIQ 150 

XAVAVXVSEA VKIIQGRDIJC 200 

LLEEPVLXLR TOYHiCP 247 
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Consensus 
Trad PSJ17 
Trad ERV9 modif 

Consensus 
Trad PSJ17 
Trad ERV9 modif 

Consensus 
Trad PSJ17 
Trad ERV9 modif 

Consensus 
Trad PSJ17 
Trad ERV9 modif 

Consensus 
Trad PSJ17 
Trad ERV9 modif 



QMT. T.TMFT. . ..GYKVS. . KBCXC.Q. . . YLGL.L.K3T R.LS.E.IQP 50 

...QE TIC KP S.KIR ...-.K.S... -G. .E.R. i - 50 

...LD AN3 MS L-QVK I.A. . . .A. .K.X. . . 50 

IL.YP.PKTL KQLR.FL... .F PG ARP. . . LIKEIQ.ANr 100 

G H G. .SMI R.LPKTRF. . TIKI . . . LYT K. . . 100 

..A..R E..GIT S.-CRLWI.. YSET... R. . . 96 

LVW.P F. .LK-AL .CAP. . SLFT GQ.FSLY. .E ...IADGVLT 150 

Y. .R.T-K-Q KA.CA. . K. . " T. . .VF D GT. KTC 149 

H..E.E.EAE TT.KT. .Q. . V. . .AL N VR. RAR 146 

Q G -QPV AYL.KEIDW AKGWPH.L.V . .AVAV. .SE A.KIIQG.E1, 200 

.VR.MSL N X.W. MX XV.. .V R. . 199 

.TH.TTP S C.R. VA LA. . .1 K. . 196 

. ..T. .DVM3 IL.AK3.LWL SEN.LL.YQA LLLE.PVL. . -TC. .L.P 248 

Xvw SH T. . -D H. .X E. . .XL R. .AT. K. 247 

TS- TY .G. . .S C. .R G. . -QI C. .MA.N. 243 
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